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Abstract of EP1391205 

A composition for promoting coagulation of blood comprising a natural or synthetic RNA, or its fragments 
or analogs, e.g. peptide nucleic acids, ribozymes or RNA aptamers (collectively (A)), is new. Independent 
claims are also included for: (1) composition for promoting fibrinolysis or for inhibiting coagulation 
containing one or more agents (B) that degrade RNA or inhibitory compounds with RNase activity or 
RNA-complexing capacity; (2) diagnostic process for detecting post-operative hypercoagulative states, 
complication of pregnancy, tumor status, acute myocardial infarction or sepsis by detecting increased 
levels of plasma RNA, relative to healthy subjects; and (3) diagnostic agent, containing (A), for qualitative 
or quantitative determination of the blood coagulation factor VI I -activating protein (FSAP) or its 
proenzyme. 
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(54) Pharmazeutische Zubereitung mit RNA als Cofaktor der Hamostase 



(57) Es werden pharmazeutische Zubereitungen 
beschrieben, die zur Forderung der Blutgerinnung als 
auch zur Forderung der Fibrinolyse ausreichende Men- 
gen von RNA oder ein oder mehrere die Blutgerinnung 
fordernden Bruchstucke von RNA enthalten. Insbeson- 



dere werden sie vorteilhaft zusammen mit einem Akti- 
vator fur hamostatische Prozesse, wie der den Faktor 
VII aktivierenden Protease (FSAP) eingesetzt. 
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Beschreibung 

[0001] Gegenstand der Erfindung sind pharmazeuti- 
sche Zubereitungen, die neben Blutgerinnungsfaktoren 
zusatzlich noch naturliche odersynthetische Ribonukle- 
insaure (RNA) Oder biologisch aktive Bruchstucke der 
RNA oder RNA-degradierende Substanzen wie Ribonu- 
kleasen enthalten. 

[0002] Es ist bekannt, dass die Prozesse der Hamo- 
stase (Blutgerinnung und Fibrinolyse), die lokal und zeit- 
lich begrenzt nach Einsetzen einer GefaBlasion ablau- 
fen, durch spezifische Interaktionen zwischen aktivier- 
ten GefaBwandzellen, Blutplattchen und Proteinfakto- 
ren gesteuert werden. Uberzumeist ionische Wechsel- 
wirkungen der Calzium-bindenden und Vitamin K-ab- 
hangigen Gerinnungsfaktoren wird eine Lokalisierung 
der in der Hamostase wirksamen Proteine auf vor allem 
negativ geladenen Biomembranen an der Verletzungs- 
stelle erreicht. In vitro konnen diese Wechselwirkungen 
und damit die Aktivierung des Blutgerinnungssystems 
sowie das AusmaR der Bildung eines Fibringerinnsels 
durch komplexierende Substanzen wie Ethylendiamin- 
tetraessigsaure (EDTA) oder Citrat verhindert werden. 
In vivo verbietet sich der Einsatz solcher Antikoagulan- 
tien; hier kann iiber die Therapie mit oralen Vitamin 
K-Antagonisten die Calziumbindung der Gerinnungs- 
faktoren verhindert werden, so dass das AusmafB der 
Hamostase herabgesetzt wird. 

[0003] Neben der Bildung von negativ geladenen 
Phospholipiden durch Freilegung von Zellmembranen 
der Blutplattchen und anderer vaskularer Zellen kommt 
es nach Verletzung der GefaRwand auch zur Exposition 
intrazellularer Komponenten, insbesondere derzytoso- 
lischen Proteine. Gut erforscht ist, dass das Blutgerin- 
nungssystem zwei unterschiedliche, kaskadenformige 
Aktivierungswege von im Plasma anwesenden Gerin- 
nungsfaktoren umfasst. Je nach auslosendem Mecha- 
nismus dient bevorzugt der endogene oder der exogene 
Weg zur Initiation der Gerinnung. Bei einer Gewebever- 
letzung wird als Starter des exogenen Gerinnungswe- 
ges das Thromboplastin (tissue facto r,TF) mit Phospho- 
lipiden von den betroffenen Zellen exponiert. Die beson- 
dere Funktion des Blutgerinnungsfaktors VII bei diesen 
Vorgangen ist aus der deutschen Often leg ungssch rift 
199 03 693 bekannt. Das membranstandige Thrombo- 
plastin kann sowohl den Gerinnungsfaktor VII (FVII) als 
auch den zirkulierenden, aktivierten FVII (FVIIa) binden. 
Dieser TF-FVIIa-Komplex fuhrt in Gegenwart von Cal- 
zium-lonen und Lipiden zur Bindung des FX, der durch 
limitierte Proteolyse in seine aktivierte Form (FXa) uber- 
fuhrt wird. FXa wiederum fuhrt durch Aktivierung von 
Prothrombin zuThrombin zurBildung von Fibrin und da- 
mit letztendlich zum Wundverschluss. 
[0004] Nach den bisherigen Kenntnissen vollzieht 
sich die weitere Aktivierung des an das Thromboplastin 
gebundenen FVII vor allem autokatalytisch, wird aber 
nach der Initiation der Gerinnungskaskade vor allem 
durch FXa und Thrombin unterstutzt, waszu einer deut- 



lichen Verstarkung der Reaktionskaskade fuhrt. 
[0005] Aus diesen Befunden konnte die Erkenntnis 
abgeleitet werden, dass in bestimmten klinischen Situa- 
tionen die Applikation von FVIIa oder FVIIa-enthalten- 

5 den Konzentraten indiziert ist. Bei Patienten, die zum 
Beispiel unter Hamophilie A leiden und als Folge der 
Verabreichung von FVIII Antikorper gegen FVIII entwik- 
kelt haben, wird die sog. "FVIII inhibitor bypassing acti- 
vity" (FEIBA) des FVIIa genutzt. Dabei hat sich gezeigt, 

10 dass FVIIa gut vertraglich ist und zu keinerThrombose- 
neigung fuhrt, sich aber dazu eignet, die Gerinnung in 
einem begrenzten, jedoch ausreichendem Umfang zu 
gewahrleisten. Rekombinanter FVIIa wird bereitsthera- 
peutisch und prophylaktisch verwendet. Aus Blutplas- 

15 ma gewonnener FVII kann ebenfalls aktiviert und da- 
nach verwendet werden. Zu dieser Aktivierung konnen 
nach den bisherigen Kenntnissen Proteasen wie 
Thrombin verwendet werden ; die aber als solche die 
Gerinnung selbst stark aktivieren und zu einer Throm- 

20 bosegefahrdung fuhren konnen. Deshalb ist die an- 
schlieRende Entfernung oder Inaktivierung von Throm- 
bin erforderlich und fuhrt zu Ausbeuteverlusten. Die An- 
wendung von FXa oder Flla (Thrombin) ist wegen der 
damit verbundenen Thrombosegefahrdung haufig kon- 

25 traindiziert und nur in Notfallen, zum Beispiel bei extre- 
men Blutverlusten und unstillbaren Blutungen ange- 
zeigt. 

[0006] FVIIa wird nur in sehr geringen Konzentratio- 
nen im Plasma gesunder Menschen gefunden. Uberdie 

30 Bildung und Herkunftdes im BlutzirkulierendenFVIIa ist 
bisher nur sehr wenig bekannt. Es wurde deshalb an- 
genommen, dass Spuren von exprimiertem oder bei ei- 
ner Zellzerstorung freigesetztem Thromboplastin dabei 
eine Rolle spielen konnten. Trotz der intensiven Erfor- 

35 schung aller mit der Blutgerinnung zusammenhangen- 
den Vorgange konnten bisher jedoch keinerlei Hinweise 
dafur gefunden werden, dass Bestandteile der verletz- 
ten Zellebei derAuslosung derhamostatischen Prozes- 
se eine entscheidende Rolle spielen konnten. 

40 [0007] Uberraschenderweise wurde nun gefunden, 
dass unter den aus verletzten Geweben und Zellen frei- 
gesetzten Bestandteilen die extrazellulare RNA einen 
wichtigen initialen Cofaktorfur das Auslosen der (a) ex- 
trinsischen und (b) intrinsischen Gerinnungskaskade 

45 darstellt. Diese Beobachtung gibt Anlass, die Funktion 
der RNA oder von biologisch aktiven Bruchstiicken der 
RNA bzw. von RNAsen in hamostatischen Prozessen 
genauerzu untersuchen und pharmazeutische Zuberei- 
tungen zu entwickeln, denen zur Forderung der Hamo- 

50 stase naturliche odersynthetische RNA oder biologisch 
aktive Bruchstucke der RNA, oder denen zur Inhibie- 
rung von extrazellularen Funktionen von RNA entspre- 
chende Ribonukleasen zugesetzt sind. Extrazellulare 
RNA stellt dabei die naturliche "fremde" Oberflache zur 

55 Aktivierung des plasmatischen Kontaktphase Systems 
dar, dessen Initiierung bislang durch Kaolin oder andere 
polyanionische Substanzen in vitro beschrieben wurde. 
[0008] Gegenstand der Erfindung ist deshalb eine 
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pharmazeutische Zubereitung ; die eine zur Forderung 
der Blutgerinnung ausreichende Menge von naturlicher 
odersynthetischer RNA odervon einem oder mehreren 
die Blutgerinnung fordernden Bruchstucken von RNA, 
Peptidnukleinsauren, Ribozymen oder RNA-Aptame- 
ren enthalt. Vorzugsweise umfasst eine derartige Zube- 
reitung zusatzlich noch einen Aktivator fur einen plas- 
matischen Blutgerinnungsfaktor. Besonders geeignet 
als Aktivator ist (a) die den Faktor VII aktivierende Pro- 
tease (FSAP) oder ihr Proenzym sowie (b) Komponen- 
tenderKontaktphasewieFaktorXII, Kininogen und Pra- 
kallikrein. Weiterhin ist Gegenstand der Erfindung eine 
pharmazeutische Zubereitung von Ribonukleasen, die 
die prokoagulatorische Wirkung von RNA aufheben 
oder verhindern. 

[0009] Den erfindungsgemaGen pharmazeutischen 
Zubereitungen liegt die Erkenntnis zugrunde, dass die 
RNA den wirksamsten Cofaktor fur das Proenzym des 
FSAP darstellt und zur Aktivierung dieses Enzymsfuhrt. 
Diese Wechselwirkung wird sowohl fur naturliche RNA 
aus Zellhomogenaten oder Uberstanden aktivierter 
Thrombozyten als auch mit aus zytosolischer RNA (vor 
allem ribosomale RNA) gewonnenen Fraktionen oder 
synthetischer RNA erzielt. Dabei besteht offensichtlich 
kein zellspezifischer Cofaktoreffekt, da auch bakterielle 
und virale RNA wirksam ist und sich die RNA-Molekule 
in den verschiedenen Zelltypen sehr ahnlich sind, so 
dass offenbar die hohe negative Uberschussladung die 
Funktionen von RNA als Cofaktor der FSAP bestimmt. 
[0010] Diese Erkenntnisse werden durch die Beob- 
achtung untermauert. dass FSAP spezifisch an RNA 
binden kann und durch eine hypertone Kochsalzlosung 
auch wieder dissoziiert wird. Bemerkenswert ist also, 
dass unter physiologischen Bedingungen eine spezifi- 
sche Bindung an FSAP nur durch RNA, nicht aber durch 
DNA feststellbar ist. 

[0011] Der Erfindung liegt somit die Erkenntnis zu- 
grunde, dass durch die Wechselwirkung von RNA mit 
FSAP, welches der wirksamste Aktivator des Gerin- 
nungs-Proenzymsfaktors VII ist ; die extrinsische Akti- 
vierung der Blutgerinnung induziert wird. Dieser durch 
Gewebsverletzungen spezifisch aktivierte Gerinnungs- 
weg wird also durch den neuen Cofaktor (naturliche 
oder synthetische) RNA in Gang gesetzt. 
[0012] Gleichzeitig stellt RNA den naturlichen Cofak- 
tor zur Aktivierung des Kontaktphase Systems dar. was 
im Vollblut, Plasma und im gereinigten System gezeigt 
wurde. Damit eroffnen sich neue und ganz unterschied- 
liche Wege durch geeignete pharmazeutische Zuberei- 
tungen positiv wie negativ Einfluss auf die Vorgange der 
Hamostase zu nehmen. 

[0013] Ein neuer Ansatzpunkt hierfur ist die Verwen- 
dung von RNA-abbauenden und inhibierenden Verbin- 
dungen zur Einwirkung auf hamostatische Prozesse. 
Wird durch Zufuhrung von RNA-spaltenden oder inhi- 
bierenden Substanzen der die Blutgerinnung beeinflus- 
sende Cofaktor RNA inaktiviert, stehterdann nicht mehr 
fur die Aktivierung von FSAP oder des Kontakphase Sy- 



stems zur Verfugung. Hieraus ergibtsich, dass RNAsen 
die Wirkung von FSAP aufheben und damit auch den 
Blutgerinnungsfaktor VII bzw. die intrinsische Gerin- 
nung unwirksam machen konnen. Dashatein neues an- 

5 ticoagulatorisches Prinzip zur Folge, das therapeutisch 
nutzbar ist. RNA-degradierende oder maskierende 
Komponenten (wiez.B. Bindungsproteine) konnen also 
wichtige therapeutische Wirkungen entfalten, die hoch- 
spezifisch, ohne Nebenwirkungen, selektiv die Initiie- 

10 rung des Gerinnungssystems verhindern und damit ei- 
nen deutlichen anticoagulatorischen oder antithrombo- 
tischen Effekt haben. 

[001 4] Aus der deutschen Offenlegungsschrift 1 99 03 
693 ist nun auGerdem bekannt, dass die den Faktor VII 

15 aktivierende Protease (FSAP) auch die Eigenschaft hat, 
eine effektive Aktivierung der Einketten-Urokinase 
(scuPA, single chain urokinase plasminogen activator) 
und des Einketten-tPA (sctPA, single chain tissue plas- 
minogen activator) zu bewirken, also als Plasminogen- 

20 aktivator-Aktivator (PAA) agieren kann. Die Aktivierung 
der Plasminogen-Aktivatoren kann in Anwesenheit von 
Plasminogen in einer gekoppelten Reaktion auch durch 
die Plasminbildung selbst oder durch die von Plasmin 
bewirkte Auflosung eines Fibringerinnsels bestimmt 

25 werden. 

[0015] Hieraus ergibt sich, dass RNA oder biologisch 
aktive Bruchstucke der RNA auch einen deutlichen Ein- 
fluss auf die Forderung der Fibrinolyse nehmen. 
[0016] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind 

30 deshalb pharmazeutische Zubereitungen, die zusatz- 
lich zu einer zur Forderung der Fibrinolyse ausreichen- 
den Menge RNA, einem oder mehreren die Fibrinolyse 
fordernden Bruchstucken von RNA oder RNA Analoga 
wie Peptidnukleinsauren, Ribozymen oder RNA-Ap- 

35 tameren einen Aktivator fur ein plasmatisches Fibrino- 
lytikum enthalten. Als Aktivator fur ein plasmatisches Fi- 
brinolytikum kann vorzugsweise die Plasminogenakti- 
vatoren-aktivierende Protease FSAP oder ihr Proenzym 
eingesetzt werden. Insbesondere ist bekannt, dass FS- 

40 AP diefibrinolytischen Eigenschaften der Prourokinase 
sehr effizient zu aktivieren vermag. Deshalb kann RNA 
durch Unterstutzung der Aktivierung des FSAP-Proen- 
zyms auch zur Initiation und/oder Verstarkung der Fibri- 
nolyse verwendet werden, zum Beispiel im Fall von Fi- 

45 brinablagerungen oder Thrombosen. Dabei kann die 
RNA selbst. ihre biologisch aktiven Bruchstucke oder 
daraus abgeleitete Strukturen in Form von synthetisch 
hergestellten Molekulen Verwendung finden. Dement- 
sprechend haben auch RNAabbauende oder inhibie- 

50 rende Substanzen die Wirkung, die Aktivierung von FS- 
AP zu verhindern und damit die Fibrinolyse zu 
unterbinden . 

[0017] Die besonderen Eigenschaften der FSAP ha- 
ben bereits zur Entwicklung von zusatzlichen Bestim- 
55 mungsmethoden gefCihrt, die in der DE 1 99 03 693 be- 
schrieben sind. Die dort beschriebenen Testmethoden 
konnen nun erheblich spezifischer und genauer durch- 
gefuhrt werden, wen n das Diagnostikum auch noch eine 
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ausreichende Menge von RNA oder von aktiven Bruch- 
stucken der RNA enthalt. 

[001 8] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist des- 
halb ein Diagnostikum zum quantitativen und qualtitati- 
ven Nachweis der den Blutgerinnungsfaktor VII aktivie- 
renden Protease FSAP oder ihres Proenzyms, bei dem 
zur Bestimmung 

a) der die Blutgerinnungsfaktoren Vlll/Vllla oder V/ 
Va inaktvierenden Wirkung oder 

b) der die Gerinnungszeiten verkurzenden Wirkung 
in globalen Gerinnungstests oder 

c) der die Plasminogenaktivatoren aktivierenden 
Wirkung oder 

d) der den Faktor VII aktivierenden Wirkung 

eine ausreichende Menge von RNA oder von biologisch 
aktiven Bruchstucken der RNA eingesetzt wird. 
[0019] Die Bestimmung derdurch FSAP bewirkten In- 
aktivierung der Blutgerinnungsfaktoren VIIIA/llla oder 
VA/a beruht darauf, dass eine FSAP enthaltende L6- 
sung mit dem Faktor Vlll/Vllla oder dem Faktor VA/a in- 
kubiert wird und dann die verbleibende Menge der ge- 
nannten Faktoren mittels eines ublichen Aktivitatstests 
gemessen und daraus durch Vergleich mit einer Stan- 
dardkurve die FSAP-Menge quantitativ bestimmt wird. 
Dabei wird die Proteaseaktivitat nach vorgegebenen 
Zeitabschnitten durch die limitierte Zugabe von Aproti- 
nin inhibiert welches den Vorteil hat, dass es in diesen 
Konzentrationen die anschlieBenden Messungen des 
Testsystems nicht beeinflusst. Danach werden die rest- 
lichen Aktivitaten der Gerinnungsfaktoren mittels eines 
dem Fachmann gelaufigen Tests gemessen. Besonders 
bewahrt hat sich hierfur ein Testsystem, bei dem der 
sog. Coamatic® Faktor VIII Test (Chromogenix AB) ein- 
gesetzt wird, der im wesentlichen die Faktoren IXa und 
X enthalt, wobei in Gegenwart eines Thrombininhibitors 
die entstandene Menge an FXa mittels einer Umset- 
zung eines chromogenen Substrats quantifiziert wird. 
Diese ist wiederum der FVIII- oder FVIIIa-Menge pro- 
portional. Trotz der FV- und FVIII-lnaktivierung konnte 
gezeigt werden, dass die Zugabe von FSAP zu Blut, zu 
an Plattchen reichem Plasma oder Plasma die Gerin- 
nungszeiten verkurzte. also der procoagulatorische Ef- 
fekt in verschiedenen sog. "globalen Gerinnungstests" 
uberwog. U nter diesen Testsystemen versteht man zum 
Beispiel die nicht-aktivierte partielle Thromboplastinzeit 
(NAPTT), die Prothrombinzeit (PT) und die Rekalzifie- 
rungszeit. Da die Verkurzung dieser Gerinnungszeiten, 
gemessen zum Beispiel in sog. Coagulometern, mittels 
Thromboelastographie oder aber in chromogenen 
Tests, mit der Konzentration einer gerinnungsfordern- 
den Substanz korreliert, kann umgekehrt anhand einer 
EichkurveausderGerinnungszeitauf die Konzentration 
der Substanz in einer Probe geschlossen werden. Ent- 



sprechend lasst sich die Konzentration des FSAP mit 
Hilfe von ausgewahlten Gerinnungs-Globaltests be- 
stimmen. 

[0020] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist des- 
5 halb auch ein Diagnostikum zum quantitativen oder 
qualitativen Nachweis von FSAP durch Bestimmung der 
die Blutgerinnungszeiten verkurzenden Wirkung mittels 

a) der nicht-aktivierten partiellen Thromboplastin- 
10 zeit (NAPTT) 

b) der Prothrombinzeit (PT) 

c) der Plasma-Rekalzifizierungszeit oder 

15 

d) deraktivierten partiellen Thromboplastinzeit (AP- 
TT), 

das eine ausreichende Menge von RNA oder von bio- 

20 logisch aktiven Bruchstucken der RNA enthalt. Durch 
den Zusatz von RNA oder seinen Bruchstucken wird 
auch dieser Test spezifischer und empfindlicher. 
[0021] Weiterhin kann die prokoagulatorische Aktivi- 
tat von RNA dazu genutzt werden, die genannten Dia- 

25 gnosetests zur Bestimmung von Blutgerinnungszeiten 
im Vollblut oder Plasma mit diesem Kofaktor zu bestuk- 
ken. Neben naturlicher RNA (transferoder ribosomaler 
RNA) konnen auch synthetische RNA wie poly IC, poly 
C oder poly AU als prokoagulatorische Kofaktoren die- 

30 nen, da sie stabiler als natiirliche RNA gegenuber Ribo- 
nukleasen (im Blut, Plasma) sind. Die genannten For- 
mulierungen sind (unabhangig von FSAP) vor allem bei 
der Aktivierung der intrinsischen Kontaktphase beteiligt 
und konnen daher zur Messung entsprechender Blut- 

35 gerinnungszeiten in der Diagnostik Einsatz finden. 
[0022] SchlieBlich kann auch die durch FSAP bewirk- 
te Aktivierung der E in ketten -Urokinase oder der Einket- 
ten-tPA fur ein Testsystem zum Nachweis von FSAP 
verwendet werden, das durch den Zusatz von RNA oder 

40 von aktiven Bruchstucken der RNA noch verbessert 
wird. Dabei wird die Aktivitat der aktivierten Plasmino- 
genaktivatoren mit Hilfe zum Beispiel chromogener 
Substrate gemessen. Die Aktivierung der Plasminogen- 
aktivatoren kann in Anwesenheitvon Plasminogen in ei- 

45 ner gekoppelten Reaktion auch durch die Plasminbil- 
dung selbst oder durch die von Plasmin bewirkte Auflo- 
sung eines Fibringerinnsels bestimmt werden. 
[0023] Die erfindungsgemaRen pharmazeutischen 
Zubereitungen konnen als Blutgerinnungsmittel entwe- 

50 der allein oder zusammen mit anderen die Proteaseak- 
tivitat erhohenden Substanzen wie Heparin oder dem 
Heparin verwandten Substanzen wie Heparansulfat 
und/oder Calziumionen eingesetzt werden. Die Anwen- 
dung eines derartigen Mittels kann zum Beispiel unter 

55 Ausnutzung seiner FVIII inhibitor bypassing activity 
(FEIBA) angezeigt sein, wenn Unvertraglichkeiten ge- 
genuber den FVIII und/oder FIX und/oder FXI und/oder 
den Proteinen der Kontaktphase, wie FXII,zum Beispiel 
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wegen des Vorliegens von Antikorpern, bestehen oder 
andersartige Mangelsituationen vorliegen. Auch die An- 
wendung ex vivo zur allgemeinen Blutungsprophylaxe 
oderzurStillungvon Blutungen kann mit der erfindungs- 
gemaBen pharmazeutischen Zubereitung zur Forde- 
rung der Blutgerinnung durchgefuhrt werden. 
[0024] Andererseits kann durch die Aktivierung von 
Plasm inogenaktivatoren durch die erfindungsgemaBe 
pharmazeutische Zubereitung auch eine limitierte Pro- 
teolyse der Einketten-PAs stattfinden, die zu ihrer Akti- 
vierung geeignet ist. Das fuhrt zu einer Fibrinolyse durch 
Aktivierung zum Beispiel der Prourokinase, die den Ein- 
satz der erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zube- 
reitungen bei thromboembolischen Erkrankungen wie 
bei der Beinvenenthrombose, dem Herzinfarkt oder 
Schlaganfallen angezeigt erscheinen lasst. 
[0025] Die erfindungsgemaBen Zubereitungen kon- 
nen also zur endogenen oder exogenen Aktivierung von 
Plasminogenaktivatoren wie Prourokinase oder tPA 
verwendet werden. Diese Anwendungsmoglichkeit 
steht nicht im Widerspruch zu derTatsache, dass FSAP 
auch procoagulatorisch wirken kann. Die Frage, welche 
der beiden Reaktionen uberwiegt, regelt sich wahr- 
scheinlich durch die Verfugbarkeit der physiologischen 
Substrate. Nach dem derzeitigen Stand des Wissens 
wird der Faktor VII im Plasma moderat aktiviert und halt 
standig eine bestimmte Konzentration an FVIIa auf- 
recht, urn plotzlichen GefaBverletzungen sofort entge- 
genwirken zu konnen. Dagegen findet man beim tPA 
und beim Urokinase-Plasminogenaktivator nurng-Men- 
gen in 1 ml Blutplasma. Erst bei Fibrinablagerung oder 
Thromben erhoht sich die Konzentration an Plasmino- 
genaktivatoren durch Sekretion oder Synthese, die 
nach Aktivierung lokal, besonders thrombusgebunden, 
ihre thrombolytische Aktivitat durch Plasminogen-akti- 
vierung entfalten. In Anwesenheit von Einketten-PAs, 
besonders lokal begrenzt, konnte deren Aktivierung die 
FVII-Aktivierung uberwiegen. wodurch eine Anpassung 
an die physiologische Situation moglich ist. Entspre- 
chend kann FSAP auch die Hamostase regulieren, wo- 
durch eine Substitution mit FSAP oder ihres Proenzy- 
mes bei angeborenen oder erworbenen Mangelzustan- 
den geeignet ist. 

[0026] Da sich gezeigt hat, dass die Plasminogenak- 
tivator (vor allem Pro-Urokinase) verstarkende Wirkung 
der FSAP besonders durch Calzium und/oder Heparin 
oder heparinahnliche Substanzen wie Dextransulfat ge- 
fordert wird, konnen zur erfindungsgemaBen Auflosung 
von fibrinhaltigen Thromben besonders vorteilhaft phar- 
mazeutische Zubereitungen eingesetzt werden, die au- 
Ber RNA oder biologisch aktiven RNA-Bruchstucken zu- 
satzlich noch losliche Calziumsalze und/oder Heparin 
oder heparinahnliche Substanzen enthalten. Weitere 
Details der Erfindung werden in folgenden Beispielen 
verdeutlicht, ohne dass der Gegenstand der Erfindung 
dadurch in irgendeiner Weise eingeschrankt werden 
soli: 



Beispiel 1 . RNA aus verschiedenen Quellen wirkt als 
prokoagulatorischer Kofaktor 

[0027] RNA aus 

5 

(a) kultivierten humanen Fibroblasten (rRNA), 

(b) Hefe (tRNA), 

(c) E. coli, 

(d) Qp-Phagen (Einzelstrang RNA) 

10 (e) synthetischer Quelle (poly IC, poly C, poly AU) 

wurde in gleicher Konzentration ohne und nach Vorbe- 
handlung mit RNAse A in einem turbidometrischen Ge- 
rinnungstest eingesetzt und die Rekalzifizierungszeit 
15 gemessen. Alle RNA-Typen waren in der Lage. die Ge- 
rinnungszeit signifikant zu verkurzen (Quantifizierung in 
"Kaolin-Equivalent Units (KEU/ml)"), wahrend DNA kei- 
ne Wirkung zeigte. Vorbehandlung der RNA-Proben mit 
RNAse A fuhrte zur Inaktivierung der prokoagulatori- 
20 schen Aktivitat; lediglich im Falle von E. coli RNA war 
diese partiell resistent gegen RNAse A-Behandlung. 
Damit ist eindeutig gezeigt, dass verschiedene Formen 
von polyanionischer RNA prokoagulatorische Aktivitat 
besitzen; Fragmentierung dieser RNA-Typen in nieder- 
25 molekulare Bruchstucke fuhrt zum Verlust der proko- 
agulatorischen Aktivitat. Im Vergleich zu authentischer 
rRNA oder tRNA zeigten synthetische Einzelstrang- und 
Doppelstrang-RNA prokoagulatorische Aktivitat in Ge- 
rinnungstests in derfolgender Abstufung: poly IC > poly 
30 c > poly AU > poly dldC. 

Beispiel 2. Verhalten von RNA im Plasmamilieu: 
RNA-Gedachtnis 

35 [0028] Obwohl Ribonukleasen im Blut (und in ande- 
ren Korperflussigkeiten) die Menge an zirkulierender 
RNA kontrollieren, war es moglich, die prokoagulatori- 
sche Funktion von RNA im Plasma zu bestimmen. Um 
diesen Zusammenhang zu klaren, wurde das Schicksal 

40 einer bestimmten Menge RNA im Plasma uber die Zeit 
verfolgt: Wahrend hochmolekulare RNA im Plasma mit 
einer Halbwertzeit von ca. 5 min degradiert wurde und 
nach 30 min nicht mehr nachweisbar war, konnte die 
prokoagulatorische Aktivitat dieser RNA noch nach 90 

45 min und langer unverandert nachgewiesen werden. 
Dieses Phanomen des "RNA-Gedachtnisses" beruht 
wahrscheinlich auf der Aktivierung RNA-abhangiger 
Komponenten im Plasma, die nach Rekalzifizierung mit 
zur Initiierung der Blutgerinnung beitragen. Sehr wahr- 

50 scheinlich ist damit RNA im Blutplasma auch verant- 
wortlich fur die Phanomene der "latenten" Gerinnung 
bzw. eines "hyperkoagulabilen" Zustandes, dessen Vor- 
aussage bzw. Prevention einen sehr wichtigen Stellen- 
wert in der Diagnose und Therapie von thrombotischen 

55 Komplikationen einnimmt. 
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Beispiel 3. Mechanism us der RNA-abhangigen Initiie- 
rung der Blutgerinnung 

[0029] Wahrend zum Plasma zugesetzte RNA die 
durch Tissue factor induzierte Blutgerinnung bei jeder 
Konzentration dieses Kofaktors steigern konnte, zeigte 
sich bei Kaolin-induzierter Blutgerinnung ein aquivalen- 
ter Effekt der RNA. Dies deutet auf die Beteiligung von 
RNA als anionischer Kofaktor,(fremde Oberflache) bei 
der Initiierung des Kontaktphasesystems der Blutgerin- 
nung hin. Urn diesen Sachverhalt zu klaren, wurden in 
einem gereinigten System Prakallikrein und Kininogen 
zur Reaktion gebracht und die Menge an gebildetem 
Kallikrein bestimmt. Im Verhaltnis zur Pufferkontrolle 
fuhrte der Zusatz von RNA zu einer signifikanten Stei- 
gerung der Kallikreinbildung, wahrend Vorbehandlung 
der RNA mit RNAse A diesen Effekt verhinderte. Expe- 
rimente in FaktorXII- und Faktor Vlll-defizienten Plas- 
men unterstrichen die Funktion der RNA als Kontakt- 
phase-Kofaktor, und in Prakallikreindefizientem Plasma 
zeigte RNA (im Vergleich zu Normalplasma) keine Wir- 
kung. Zusammengenommen beweisen diese Resulta- 
te, dass, Equivalent zu Kaolin (artifizielles Material), das 
naturliche Material RNA nach Exponierung mit dem 
Kontaktphasesystem die intrinsische Initiierung der 
Blutgerinnung in Gang setzt. 

Beispiel 4. Nachweis von RNA in Patientenplasma 

[0030] Die Abnahme von Blut erfolgte in der Gegen- 
wart von ca. 200 units/ml RNase Inhibitor mit nachfol- 
gender Preparation des Plasmas oder alternativ wurde 
nach Blutabnahme und Plasmagewinnung diesem der 
Stabilisator PAQ-gene (Qiagen) zugesetzt, urn RNA-Hy- 
drolysezu verhindern. Nach Preparation der RNA (mit- 
tels Trizolmethode) wurde diese auf Nylonfilter immobi- 
lisiert, und mit radioaktiv markierten rRNA-spezifischen 
Oligos wurde nach Hybridisierung die Menge an Plasma 
RNA mit Hilfe einer Eichkurve quantifiziert. In Plasmen 
von Patienten mit akutem Myokardinfarkt oder Sepsis 
wurden mit Hilfe dieser Analytik positive Proben identi- 
fiziert, deren Gehalt an RNA uber dem gesunder Spen- 
der lag. 

Beispiel 5. RNA-Antagonisten 

[0031] Die prokoagulatorische Aktivitat von RNA, vor 
allem bezogen auf die Initiierung des plasmatischen 
Kontaktphasesystems. kann durch Vorbehandlung der 
RNA mit RNAse A verhindert werden. So ist es plausi- 
bel, dass eine Erhohung der Konzentration von Ribonu- 
kleasen im Plasma zur hydrolytischen Spaltung der Nu- 
kleinsaure fuhrt und damit Ribonukleasen antikoagula- 
torische Wirkung entfalten. Da Endothelzellen vermehrt 
RNAse A produzieren und ins Blut sezernieren. wie an 
Zellkulturen gezeigt wurde (Landre et al., J. Cell. Bio- 
chem. 86, 540-552, 2002), kommt eine antikoagulatori- 
sche Therapie mit Ribonukleasen dem naturlichen Re- 



gulationsprinzip im GefaBsystem sehr nahe. Alternativ 
konnten Ribonukleasen auch eine antikoagulatorische 
Wirkung gegenuber Ribozymen oder RNA-Aptameren 
entfalten, da diese Substanzen, ahnlich wie naturliche 
5 RNA, eine Kontaktphasenaktivierung bewirken konn- 
ten. 

Beispiel 6. Zellulare Funktionen von RNA 

10 [0032] Da RNA eine gewisse Uberlebenszeit auch im 
Plasmamilieu hat, wurde die Wirkung dieses polyanio- 
nischen Materials auf GefaBwandzellen, namlich Endo- 
thelzell-Monolayer in Kultur, getestet. Ein sehrsensibler 
funktioneller Test fur die zellulare Wirkung von extrazel- 

15 lularer RNA ist die Anderung der Endothelzell-Permea- 
bilitat, die an dichten Monolayern von mikrovaskularen 
zerebralen Schweineendothelien untersucht wurde. In 
konzentrations-abhangiger Weise erhohte RNA die 
Permeabilitat dieser Zellen, eine Vorinkubation mit 

20 RNAse konnte diese Wirkung von extrazellularer RNA 
verhindern. Da eine Beeinflussung der Endothelzell- 
Permeabilitat im Bereich einer GefaBverletzungsstelle 
notwendig fur die einsetzenden Wundheilungsreaktio- 
nen ist, wird dieser zellularen Funktion extrazellularer 

25 RNA eine groBe Bedeutung zugemessen. 



Patentanspriiche 



30 1. Pharmazeutische Zubereitung, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie eine zur Forderung der Blutge- 
rinnung ausreichende Menge von naturlicher oder 
synthetischer RNA oder von einem oder mehreren 
die Blutgerinnung fordernden Bruchstucken natur- 

35 licher oder synthetischer RNA, oder RNA-Analoga 
wie Peptidnukleinsauren, Ribozymeoder RNA-Ap- 
tamere enthalt. 

2. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 1 . 
40 dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich zu 

der die Blutgerinnung fordernden Menge von natur- 
licher oder synthetischer RNA oder von einem oder 
mehreren die Blutgerinnung fordernden Bruchstuk- 
ken von naturlicher oder synthetischer RNA, Pep- 
45 tidnukleinsauren, Ribozymen oder RNA-Aptame- 
ren einen Aktivator fur einen plasmatischen Blutge- 
rinnungsfaktor enthalt. 

3. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 2. 
50 dadurch gekennzeichnet, dass sie als Aktivator 

die den Faktor VII aktivierende Protease (=FSAP) 
oder ihr Proenzym enthalt. 

4. Verwendung einer pharmazeutischen Zubereitung 
55 nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie zur Forderung der Blutgerin- 
nung eingesetzt wird. 
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5. Pharmazeutische Zubereitung, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie eine zur Forderung der Fibrino- 
lyse oder Heimmung der Koagulation ausreichende 
Menge einer oder mehrerer die RNA abbauender 
oder inhibierender Verbindungen mit ribonukleoly- 
tischer Aktivitat oder RNA-komplexierender Kapa- 
zitat enthalt. 

6. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich zu 
einer zur Forderung der Fibrinolyse oder Hemmung 
der Koagulation ausreichenden Menge einer oder 
mehrerer die RNA abbauender, inhibierender oder 
maskierender Verbindungen einen Aktivatorfur ein 
plasmatisches Fibrinolytikum enthalt. 

7. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie als Aktivator 
fur ein plasmatisches Fibrinolytikum die Plasmino- 
genaktivatoren aktivierende Protease FSAP oder 
ihr Proenzym enthalt. 

8. Diagnostikum zum Nachweis u.a. von post-opera- 
tiven hyperkoagulabilen Zustanden, Schwanger- 
schaftskomplikationen, Tumorstatus, akutem Myo- 
kardinfarkt oder Sepsis, dadurch gekennzeich- 
net, dass ein gegenuber Gesunden erhohter Ge- 
halt plasmatischer RNA nachgewiesen wird. 

9. Diagnostikum zum quantitativen oder qualitativen 
Nachweis der den Blutgerinnungsfaktor VII aktivie- 
renden Protease FSAP oder ihres Proenzyms, da- 
durch gekennzeichnet, dass es zur Bestimmung 



b) der Prothrombinzeit (PT) oder 

c) der Plasma-Rekalzifizierungszeit oder 

5 d) der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit 

(APTT) 

eine ausreichende Menge von naturlicher oder syn- 
thetischer RNA, aktiven Bruchstucken naturlicher 
10 oder synthetischer RNA, Peptidnukleinsauren, Ri- 
bozymen oder RNA-Aptameren enthalt. 

11. Diagnostikum nach den Anspruchen 8 und 9, da- 
durch gekennzeichnet, dass es zur Bestimmung 

15 der die Plasminogen-Aktivatoren aktivierenden 
oder verstarkenden Wirkung durch die Aktivierung 

a) der Einketten-Urokinase (scuPA, single 
chain urokinase plasminogen activator) oder 

20 

b) der Einketten-tPA (sctPA, sigle chain tissue 
plasminogen activator) 

eine ausreichende Menge von naturlicher oder syn- 
25 thetischer RNA, , aktiven Bruchstucken naturlicher 
oder synthetischer RNA, Peptidnukleinsauren, Ri- 
bozymen oder RNA-Aptameren enthalt. 

12. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 5, 
30 dadurch gekennzeichnet, dass sie eine zur Be- 

handlung von Sepsis ausreichende Menge einer 
oder mehrerer die RNA abbauender, inhibierender 
oder komplexierender Verbindungen enthalt. 



20 



a) der die Blutgerinnungsfaktoren VIIIA/llla 35 
oder V/Va inaktivierenden Wirkung oder 

b) der die Blutgerinnungszeiten verkurzenden 
Wirkung in globalen Gerinnungstests oder, 

40 

c) der die Plasminogenaktivatoren aktivierende 
Wirkung oder 

d) der den FVII aktivierende Wirkung 

45 

eine ausreichende Menge von naturlicher oder syn- 
thetischer RNA, von aktiven Bruchstucken naturli- 
cher oder synthetischer RNA oder RNA-Analoga 
wie Peptidnukleinsauren, Ribozyme oder RNA-Ap- 
tamere enthalt. 50 



10. Diagnostikum nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es zur Bestimmung der die Blutge- 
rinnungszeiten verkurzenden Wirkung mittels 

55 

a) der nicht-aktivierten partiellen Thrombopla- 
stinzeit (NAPTT) oder 
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